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RESUMEN

“Identificacion de aloanticuerpos en pacientes con insuficiencia renal crénica y en terapia
con hemodidlisis, atendidos en el Centro Médico Familiar Integral y Especialidades

Didlisis “La Mariscal”, mediante la microtécnica de aglutinacién en gel, afio 2018".

Introduccién: La aloinmunizaciéon es una condicién que puede evitarse mediante el
rastreo oportuno de anticuerpos irregulares en pacientes que requieren transfusiones
sanguineas de forma rutinaria. Las personas con insuficiencia renal crénica (IRC) debido
a la etiologia de la enfermedad presentan cuadros de anemia; una de las terapias de
eleccion es la transfusion de concentrados de glébulos rojos (CGR). A pesar que esta
terapia mejora la calidad de vida de los pacientes constituye un factor de riesgo en la
estimulacion y produccién de anticuerpos irregulares, por lo tanto es indispensable su
rastreo para la prevencion de reacciones adversas y un deterioro del estado de salud.
Materiales y Métodos: El estudio fue de tipo descriptivo y de corte transversal en el que
se incluyeron 127 pacientes diagnosticados con IRC y en terapia con hemodialisis del
CMFIEDM; se realizaron pruebas inmunohematoldgicas para el rastreo de aloanticuerpos
y los resultados fueron analizados en el programa SPSS versién 22 empleando
estadistica descriptiva y la prueba de Chi-cuadrado con un nivel del confianza del 95%
(p=0,05). Resultados: Se detectdé un nivel de aloinmunizacion del 3,1%, determinandose
la presencia de anti-E, anti-Lu(a), anti-A1 y dos anticuerpos catalogados como
indeterminados y combinados con autoanticuerpos. El grupo sanguineo mas frecuente
fue el O (20,4%), seguido del A (20,4%), B (10,2%) y el menos frecuente fue AB (3,1%).
El antigeno D estuvo presente en el 98,4% de pacientes y ausente en el 1,6%. Adicional
se obtuvo un 9,8% de autoinmunizacion en pacientes con transfusiones previas.
Conclusiones y Recomendaciones: Existe la presencia de aloanticuerpos en pacientes
con IRC, por lo que es necesario incluir el rastreo de anticuerpos irregulares en los
servicios de medicina transfusional dirigidos especialmente a pacientes que reciben

transfusiones sanguineas con CGR de forma rutinaria.



ABSTRACT

Identification of alloantibodies in patients with chronic renal failure and hemodialysis
therapy, treated at the “Centro Médico Familiar Integral y Especialidades Didlisis La

Mariscal”, through microtechnical gel agglutination, 2018.

Introduction: Alloimmunization is a condition that can be avoided with the early detection
of irregular antibodies in patients who require blood transfusions routinely. People with
chronic renal failure (CRF) throughout their disease develop anemic symptoms, one of the
therapies of choice is the concentrate of red blood cells transfusion. Although this
treatment improves the quality of life of the patients it constitutes a risk factor in the
stimulation and production of irregular antibodies therefore, it is essential to trace these
antibodies for the prevention of reactions and worsening of health status. Materials and
Methods: The study was descriptive and cross-sectional in which 127 patients diagnosed
with- CRF and in hemodialysis therapy of the CMFIEDM were included;
Immunohaematological tests were performed for the detection of alloantibodies and the
results were analyzed in the SPSS program using descriptive statistics and the Chi-
square test with a level of confidence of 95% (p=0,05) Results: A level of
alloimmunization of 3,1% was detected, determining the presence of anti-E, anti-Lu(a),
anti-A1 and two antibodies classified as indeterminate and combine with autoantibodies.
The most frequent blood type was O (20,4%) followed by A (20,4%), B (10,2%) and the
least frequent was AB (3,1%). The D antigen was present in a 98,4% and absent in a
1,6%. Additional a 9,8% of autoimmunization in patients with previous transfusions was
obtained. Conclusions and Recommendations: There is presence of alloantibodies in
patients with CRF, so it is necessary to include the detection of irregular antibodies in
transfusion medicine services aimed especially at patients who receive blood transfusion

routinely
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INTRODUCCION

Los pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC) debido a la etiologia de la enfermedad
presentan varios grados de anemia por lo que son propensos a recibir transfusiones
sanguineas en forma continua. A pesar de que esta terapia mejora la calidad de vida de
los pacientes puede llegar a ser nocivo debido a la formaciéon de sustancias conocidas
como “aloanticuerpos”, que son anticuerpos producidos por el organismo contra
moléculas extrafas, en este caso sangre (antigenos) de otra persona, que es

transfundida al paciente, fendmeno conocido como aloinmunizacion.

Estos aloanticuerpos tienen la caracteristica de provocar una destruccién de los
eritrocitos de la sangre que ha sido transfundida, lo que se conoce como reaccion pos
transfusional que se manifiesta con fiebre, escalofrio, dolor lumbar y dificultad para
respirar entre otros sintomas. Para evitar la destruccion de los eritrocitos y su
sintomatologia es necesario identificar la presencia de estos aloanticuerpos en el sistema
circulatorio del paciente y asi solicitar al banco de sangre el envio de hemocomponentes
libres de antigenos que estimulen una respuesta inmunolégica en el receptor generando

complicaciones en su salud ya afectada.

Se ha demostrado ampliamente, que la aloinmunizacién es una de las causas principales
de aparicién de efectos adversos en el receptor después de la trasfusion con
hemocomponentes, relacionado especialmente al uso del Concentrado de Glébulos
Rojos (CGR), unidad sanguinea que esta estrechamente relacionada con las reacciones
hemoliticas en el receptor, situacion que agudiza la problematica de encontrar sangre

compatible para este tipo de pacientes. (Brand, 2016).

En Ecuador, no existen investigaciones previas acerca de la frecuencia y tipo de
aloanticuerpos en pacientes con IRC y con terapia de hemodialisis; por tal razén, el
objetivo de este estudio fue detectarlos e identificarlos y asi promover una transfusion
sanguinea segura. Los pacientes con IRC son considerados una poblacién de riesgo a
sufrir aloinmunizacién, no solo de tipo eritrocitaria sino también por antigenos

leucocitarios humanos (HLA), condiciones que deterioran su estado de salud.



CAPITULO |

1.1  JUSTIFICACION

Los pacientes con IRC suelen recibir transfusiones sanguineas como medida
compensatoria a la baja en sus niveles de hemoglobina; aunque esta terapia es
beneficiosa para los pacientes, puede ocasionar reacciones pos transfusionales que

deterioran su estado de salud. (Wetmore et al., 2015; Yabu et al., 2013)

Se ha demostrado ampliamente que la aloinmunizacion es una de las principales causas
para la presencia de efectos adversos en los pacientes con IRC y en terapia con
hemodialisis después de la trasfusion con hemoderivados, especialmente CGR. Los CGR
estan estrechamente relacionados con las reacciones hemoliticas en el receptor,
situacion que agudiza la problematica de encontrar sangre compatible para pacientes que

reciben multiples transfusiones. (Brand, 2016)

La frecuencia de aloanticuerpos en pacientes con patologias especificas, como la IRC ha
sido poco estudiada. En este sentido, se ha expuesto que existen muchos factores que
influyen en la formacién de aloanticuerpos, como: grado de respuesta inmunoldgica del
receptor, multiples transfusiones y capacidad del inmundégeno sanguineo para generar
una reaccion. (Brand, 2016; Tanhehco & Berns, 2012)

Por ello, la identificacion y rastreo de aloanticuerpos es crucial, con la ayuda de técnicas
inmunohematologicas in vitro que facilitan la identificacion inequivoca de estos
anticuerpos. Esto permitird conocer la frecuencia de aloanticuerpos circulantes en esta
poblacion y lo mas importante informar al paciente y al servicio de salud en el cual se
atiende, sobre el tipo de anticuerpos contra los cuales se ha sensibilizado, lo cual

contribuird a prevenir reacciones adversas en sus futuras transfusiones sanguineas.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la Sociedad Latinoamericana de Nefrologia en el consenso del ano 2013, la
frecuencia de pacientes con insuficiencia renal fue de 650 por millon de habitantes, con
tendencia a seguir incrementando anualmente. En Ecuador en el afio 2014, el Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos, arrojo la existencia de 6611 pacientes con IRC.
Actualmente se estima que existen mas de 10000 personas con esta patologia, la
mayoria de las cuales requieren terapia de reemplazo con hemodialisis. (Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos, 2014; Ministerio de Salud Publica, 2015)

La transfusion sanguinea es una de las terapias mas empleadas por los médicos para
corregir procesos anémicos 0 a su vez para lograr un recambio de los eritrocitos dafados
a causa de la patologia de base por la que cursan los pacientes con IRC; sin embargo, se
puntualiza en el hecho de que la transfusion de hemoderivados puede generar
complicaciones posteriores, como es la formacion de aloanticuerpos en el receptor, como
consecuencia a la exposicion antigénica a moléculas extranas no reconocidas por su

sistema inmunoldgico. (Tanhehco & Berns, 2012; Villa, et al., 2012; Yabu et al., 2013)

La aloinmunizacion del receptor puede darse frente a antigenos eritrocitarios, siendo los
mas comunes los del sistema Rh (anti D, E, C, e, c¢), Kell (anti-K), Duffy (anti Fya, Fyb) o
frente antigenos leucocitarios humanos (HLA), los mismos que pueden estar presentes
en el CGR del donante al momento de la trasfusion. Se ha expuesto que entre el 2 al 8%
de pacientes que reciben transfusiones con CGR generan aloanticuerpos; siendo el
riesgo mayor en pacientes dializados y politransfundidos, en los cuales el valor oscila
entre el 6 al 10%. (Brand, 2016; Tanhehco & Berns, 2012). La condicion del paciente con
IRC empeora al poseer aloanticuerpos, porque aumenta el riesgo de presentar
reacciones postransfusionales. (Mishra & Baliga, 2013). En Ecuador, se han realizado
estudios de rastreo de aloanticuerpos en la poblacion general (Ulloa & Chiriboga, 2012)
pero se desconoce el porcentaje de aloinmunizacion en pacientes con patologias que
presentan factores de riesgo asociados a la misma, como es la IRC, por lo que se precisa

de dicha informacion en beneficio de los sujetos de estudio.

Pregunta del problema: ;Cual es la frecuencia de aloinmunizacién que presentan los
pacientes con IRC del Centro Médico Familiar Integral y Especialidades Dialisis “La
Mariscal” (CMFIEDM)?



1.3

1.3.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de aloanticuerpos circulantes en pacientes con insuficiencia renal

crénica que reciben terapia con hemodidlisis en el Centro Médico Familiar Integral y

Especialidades Dialisis “La Mariscal”’, mediante microtécnica de aglutinacién en gel, en el
afio 2018.

1.3.2

1.3.3

OBJETIVO ESPECIFICOS

Establecer la frecuencia y tipo de aloanticuerpos circulantes en pacientes
diagnosticados con insuficiencia renal crénica y con terapia de hemodialisis
mediante la técnica de microaglutinacién en gel, en el afo 2018.

Determinar la presencia de aloinmunizacién multiple en pacientes con
insuficiencia renal crénica y en terapia con hemodidlisis mediante técnica de
microaglutinacién en gel, en el afio 2018.

Clasificar los aloanticuerpos identificados de acuerdo a la nomenclatura de los
sistemas eritrocitarios establecida por la Sociedad Internacional de Medicina
Transfusional (ISTB).

Relacionar la presencia de aloanticuerpos con el niumero de transfusiones, edad,
género, sintomatologia de reacciones pos transfusionales sanguineas y tiempo de

terapia con hemodialisis.

LIMITACION DEL ESTUDIO

La principal limitaciéon del estudio es la falta de paneles de células homocigotas para la

identificacion de anticuerpos de baja frecuencia debido a la dificultad en el proceso de

importacién y costos.



CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 ANTECEDENTES

La hemodialisis es una terapia que consiste en la eliminacion de desechos y liquidos en
exceso de la sangre, para lo cual se emplea una maquina como rifién artificial y una
sustancia de lavado (dializante). Dicho proceso tiene una duracién de 3 a 5 horas, el
mismo que debe ser realizado 3 veces por semana para mejorar la eficacia de la terapia.
(Silverstein, 2017; University Of Washington Medical Center, 2011). Muchos de los
pacientes con IRC, presentan anemia de tipo crénica asociada a bajos niveles de
eritropoyetina, desnutricion y toxicidad por sindrome urémico. Por tanto, la transfusion
sanguinea de CGR se vuelve uno de los recursos mas empleados en los pacientes con
IRC. (Cases et al., 2018; Madrazo et al., 2011)

El estudio de casos y controles, realizado en la Unidad Renal de la ciudad de Cartagena-
Colombia, detecté una frecuencia del 1% de aloanticuerpos en pacientes dializados,
trabajaron con una poblacién total de 112 pacientes con IRC que recibieron un promedio
de 20 transfusiones sanguineas a lo largo de su tratamiento, concluyendo que la
transfusiéon sanguinea sigue siendo el principal factor de riesgo para la presencia de

aloinmunizacion. (Olier et al., 2012).

Tanhehco & Berns en el afio 2012 en su andlisis realizado en EE.UU, demostraron que la
frecuencia de aloinmunizacion, es decir, la presencia de aloanticuerpos en pacientes
transfundidos es del 2 al 8%; mientras que en pacientes politransfundidos la frecuencia
de estos aloanticuerpos se eleva del 6 al 10%, sin existir una correlacion clara entre el
numero de transfusiones y los anticuerpos formados. Los aloanticuerpos identificados
pertenecian a los sistemas eritrocitarios Rh y Kell (Tanhehco & Berns, 2012). Esta
frecuencia es corroborada en el estudio realizado en Mali, con pacientes poli
transfundidos de las areas de hematologia- oncologia y nefrologia (unidad de dialisis), la
frecuencia de aloinmunizacién fue del 10,3%, siendo el mas frecuente el anti-E

relacionado con el sistema Rh. (Baby et al., 2010)

Dado que la aloinmunizacion asociada a transfusiones sanguineas no solo complica la

situacion del paciente, sino que también afecta su econdmica y la del sistema de salud,



incurriendose en gastos no programados, como pruebas y procedimientos adicionales

aumentando asi el tiempo de estancia en el centro asistencial de salud. (Brand, 2016)

En Ecuador, se han realizado estudios sobre los niveles de aloinmunizacién en donantes
voluntarios de sangre, obteniendo una frecuencia de 0,24% e identificandolos como parte
de los sistemas eritrocitarios Rh, Duffy, Kidd, MNS, Lewis, Kell y Lutheran, corroborando

asi la existencia de aloinmunizacion en individuos ecuatorianos. (Ulloa & Chiriboga, 2013)

Otro estudio realizado en la ciudad de Quito en el afo 2013, determind la frecuencia de
aloanticuerpos en pacientes hematolégicos y multitransfundidos, en un total de 371
pacientes se identificaron 16 aloanticuerpos relacionados con los sistemas eritrocitarios
Rh, Kell, Duffy, MNS, Lutheran y Lewis, obteniendo una prevalencia de 4,3%, siendo uno
de los factores de riesgo el numero de transfusiones recibidas durante el tratamiento.
(Checa & Chiriboga, 2013).

Actualmente el rastreo de aloanticuerpos se realiza mediante la microtécnica de
aglutinacion en tarjetas de gel poliespecificas. El método se basa en la separacién de los
componentes en reaccién por su tamano, de tal forma que las aglutininas que se
formaron al darse la union antigeno-anticuerpo quedan atrapadas en la parte superior del
gel o lo largo de la columna. Una ventaja adicional del método, es que disminuye la
cantidad de volumen de muestra necesaria para el escrutinio; ademas de que la
interpretacion de resultados resulta mucho mas facil de realizar, que la técnica manual.
(Golffed, 2014)

2.1.2 MARCO TEORICO

2.1.2.1 Insuficiencia renal crénica

La IRC es una de las patologias de mayor morbilidad y mortalidad a nivel mundial por lo
que se ha convertido en un problema de salud publica por su alto costo al brindar la
terapia. La insuficiencia renal se presenta de dos formas, aguda y crénica (Clec’h et al,
2013). La primera se base en una pérdida rapida de las funciones renales asociada al
desequilibrio homeostatico e hidroelectrolitico; mientras que en la forma crénica, el dafio
de las estructuras del rindn (nefronas) es lento y progresivo lo que provoca una
disminucioén grave del filtrado glomerular (<60ml/min/1,73 m?) durante por lo menos tres
meses Y la pérdida total de la fisiologia propia de rifién, a mediano o largo plazo. (Clec’h

et al., 2013; Quiroga et al., 2015). Esta condicién da como resultado una IRC, que afecta
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frecuentemente la salud de la poblacion, especialmente de personas en edad avanzada
que presentan factores de riesgo asociados como enfermedades hipertensivas,
cardiovasculares, diabetes y obesidad. En este tipo de pacientes la terapia sustitutiva

renal resulta imprescindible. (Martinez et al., 2014)

El diagnostico de los pacientes con IRC, debe incluir la medicion de creatinina sérica y
urinaria (de 24 horas) para la estimacion de la tasa de filtracion glomerular (TFG), de
igual manera las guias de KDIGO (del inglés Kidney Disease Improving Global
Outcomes), recomiendan la medicién de cistatina C en adultos. Es importante, también
medir la excrecién de proteina o albumina en orina a través de la microalbuminuria, ya
que niveles continuamente elevados de la misma son un signo claro de falla renal. A esto
se suma el marcador cociente albumina-creatinina (CAC) que posee una alta sensibilidad
como indicador de proteinuria. Las alteraciones del sedimento urinario con hematies o
leucocitos abundantes, en ausencia de infecciones de vias urinarias (IVU), pueden
generar la sospecha de IRC. La biopsia renal y los examenes de imagen son examenes

que complementan y ayudan al diagnéstico de IRC. (Martinez et al., 2014)

En etapas avanzadas de la IRC, se tiende a producir una anemia de tipo normocitica-
normocrémica con poca generacion de reticulocitos, casi siempre generada por un déficit
en la produccion de eritropoyetina en el rifidn. Puede también existir una disminucién en
los depdsitos de hierro lo que dificulta la formacion de glébulos rojos. Cuando los valores
de hemoglobina se encuentran por debajo de 12 g/dl en mujeres y 13 g/dl en hombres, se
considera un cuadro anémico en el paciente; aunque también se debe tomar en cuenta el

valor del indice de saturacion de transferrina y ferritina. (Quiroga et al., 2015)

2.1.2.2 Terapia sustitutiva renal - hemodialisis

El uso de la TSR en el paciente con IRC se la puede emplear mediante técnicas de
dialisis peritoneal y hemodialisis. Es necesario acudir a la didlisis, cuando la TFG del
paciente se encuentra por debajo de 15 ml/min/1,73m? o cuando hay evidencia de
sindrome urémico volviéndose de uso obligatorio cuando TFG es menor a 6 ml/min/1,73
mZ. (Martinez et al., 2014)

La hemodialisis es un mecanismo compensatorio externo a la falla renal, por ende, trata
de suplir las funciones basicas del rifién, mediante el bombeo de la sangre del paciente
hacia una maquina dializadora, en donde se la va a filtrar para la correcta eliminacién de

desechos como urea y creatinina, asi como también de liquidos que se encuentren en



exceso; de esta manera se restaura el equilibrio hidroelectrolitico. La sangre, libre de
sustancias toxicas, retorna al cuerpo del paciente mediante un sistema lineas especiales
que contiene la maquina de dialisis. (Tobar, 2016; University Of Washington Medical
Center, 2011)

Se conoce que la frecuencia de pacientes en terapia sustitutiva renal ha aumentado
considerablemente en los ultimos tiempos a nivel mundial, siendo asi que en Ecuador, en
un estudio realizado en el afio 2013 hallaron una incidencia de 427 pacientes por millén

de habitantes que se mantenian en terapia con hemodialisis. (Tobar, 2016)

2.1.2.3 Medicina transfusional en el paciente critico

La transfusidon sanguinea es un recurso muy empleado en pacientes que cursan con
cuadros anémicos prolongados, como es el caso de las personas con IRC; se la realiza
con el objetivo de lograr un incremento en el transporte de oxigeno hacia los tejidos y de
esa forma reestablecer la homeostasis en el cuerpo. Se considera necesaria la
transfusién sanguinea de CGR cuando el nivel de hemoglobina del paciente se encuentra
entre 7 y 9 g/dl o cuando en el paciente critico el nivel se halla por debajo de 7 g/dI.
(Ministerio de Salud Publica, 2013)

En cierto grado, la transfusion de hemoderivados resultaria beneficioso para el receptor,
especialmente en casos de pérdidas masivas de sangre, sin embargo, hay que tomar en
cuenta que cualquiera de los productos transfundidos, como puede ser, CGR y PFC,
entre los mas empleados, van a generar un efecto inmune en el receptor relacionado a la
inmunomodulacién y a la adaptacion de la sangre transfundida en el paciente. (Bhuva &
Vachhani, 2017; Oyet et al., 2018)

Los efectos adversos que se producen durante o posterior a la transfusién sanguinea,
estan estrechamente relacionados con: el nimero de unidades a transfundir, la respuesta
inmune del receptor y el tiempo durante el cual ha sido almacenada la unidad antes de
ser utilizada. Se ha comprobado que mientras mayor sea el tiempo de almacenamiento
de los CGRs, van a ser mucho mas inmunogénicos en el receptor ya que con el tiempo
van a empezar a sufrir alteraciones fisicas y bioquimicas a causa del envejecimiento de

los eritrocitos. (Hendrickson et al, 2014; Oyet et al., 2018)
2.1.2.3.1 Concentrado de glébulos rojos

El CGR, es el componente mayormente empleado en las transfusiones sanguineas, ya

que aumenta la captacion y el transporte de oxigeno a nivel tisular; se lo obtiene a partir



de la sangre entera con anticoagulante por centrifugacién o por aféresis. Conserva su
viabilidad por hasta 35 dias posteriores a su obtencién y debe ser almacenada a
temperatura de refrigeracion, entre 2 a 8°C. (Contreras & Martinez., 2015) En gran
medida, es el principal responsable de causar reacciones postransfusionales, como:
reacciones hemoliticas o no hemoliticas inmediatas o retardadas, reacciones febriles,
aloinmunizacién, sobrecarga circulatoria por transfusion e insuficiencia respiratoria aguda
asociada a transfusion entre otras. Por ende es crucial la realizacion de pruebas pre-
transfusionales entre donante y receptor, para tratar de disminuir la ocurrencia de dichos

efectos adversos. (Madrazo et al., 2011; Ministerio de Salud Publica, 2013)
2.1.2.3.2 Concentrado de glébulos rojos leucorreducidos

El proceso de leucorreduccion del CGR, es decir, la eliminacion de la mayor parte de los
globulos blancos y plaquetas contenidos en los paquetes globulares mediante
centrifugacién o por filtracién pre o post almacenamiento de las unidades, ha ayudado a
la prevencion de las reacciones adversas que se presentan en medicina transfusional,
como son: reacciones no hemoliticas febriles, refractariedad plaquetaria y

aloinmunizacion HLA. (Gilliss et al., 2011)

Diversos estudios sefialan que el empleo de CGR leucorreducidos puede incidir
significativamente en la disminucion de las tasas de aloinmunizacion, especialmente de
los pacientes multitransfundidos, ya que se cree que dichas unidades tienden a ser
menos inmunogénicas que los CGR normales. Asi se evidencid en un estudio
retrospectivo, donde hallaron un nivel del 8,2 % de aloinmunizacién en pacientes que
fueron transfundidos con CGR normales, en contraste con una frecuencia de
aloinmunizacién de 2,8% en pacientes transfundidos con CGR leucorreducidos.
(Hendrickson et al., 2014)

2.1.2.3.3 Plasma fresco congelado (PFC)

Existe el riesgo de aloinmunizacién leucocitaria posterior a la transfusion de unidades de
plasma, relacionada con la contaminacién de las bolsas con leucocitos, previos a la
congelacion de las mismas. También se pueden generar reacciones transfusionales no
hemoliticas febriles asociado a la liberacion de mediadores activos de la inflamacion, por
destruccién de los glébulos blancos, durante el proceso de descongelacion de las
unidades. Un riesgo potencial de la transfusién es la expresion de antigenos HLA, los
cuales juegan un papel importante en el rechazo al injerto en los trasplantes de érganos.
Una consideracién importante seria la leucorreduccion de las unidades con sangre total

previa al fraccionamiento y obtencién de los hemoderivados. (Pandey & Vyas, 2012)



La aloinmunizacién eritrocitaria, es otro de los factores que se debe considerar al
transfundir unidades de PFC, ya que los fragmentos o residuos de los glébulos rojos
puede causar la sensibilizacion e inmunizacién del receptor. Los anticuerpos del tipo anti-
D, anti-E, anti-dka y anti-Fya, han sido encontrados en pacientes posteriores a la
transfusion con PFC. Por otra parte, se pueden presentar reacciones hemoliticas
transfusionales por incompatibilidad ABO entre el receptor y la unidad de PFC. (Pandey &
Vyas, 2012).

2.1.2.4 Mecanismos de aloinmunizacion

Existen ciertos factores que influyen en la formacién de aloanticuerpos de gldbulos rojos,
como: la diferencia antigénica entre donante y receptor, el estado inmunitario del
receptor, la exposiciéon antigénica y determinados factores genéticos. La variedad
antigénica que existe entre la sangre donada y la persona que la recibe es muy amplia,
por lo tanto siempre va a existir la posibilidad de aloinmunizaciéon o sensibilizacién ante
epitopes o inmunogenos desconocidos por el sistema inmune del receptor. (Hendrickson
etal.,, 2014). Generalmente la aloinmunizacién se presente frente antigenos de los
sistemas ABO, Rh, Kell. (Tanhehco & Berns, 2012).

Por otro lado, el grado de respuesta inmunolégica del receptor hacia sustancias o
moléculas extrafas se relaciona directamente con su estado inmunolégico al momento de
la transfusion; ya que un estado inflamatorio va a favorecer una respuesta antigénica, con
la consecuente formacion de aloanticuerpos. Asi se demostrd en diferentes estudios, en
donde encontraron que mientras mas critico sea el estado del paciente mayor es la
posibilidad de aloinmunizacién eritrocitaria. (Hendrickson et al., 2014). La genética de las
personas juega un papel importante, ya que existen personas que indistintamente son
mucho mas propensas a responder o0 no inmunolégicamente ante antigenos eritrocitarios
extrafos, formando aloanticuerpos contra los mismos en cada transfusién sanguinea, lo
cual esta asociado a polimorfismos genéticos propios de cada persona. (Hendrickson
et al., 2014).

2.1.2.5 Respuesta inmune y formacién de aloanticuerpos

El sistema inmunoldgico reacciona al reconocer antigenos extrafos en el cuerpo y como
mecanismo de defensa trata de combatirlos con la ayuda de linfocitos e
inmunoglobulinas, para lo cual forma anticuerpos especificos frente a cada antigeno

desconocido. En el caso de aloinmunizacion, una célula presentadora de antigeno (APC)
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va a comenzar a fagocitar indistintamente a los eritrocitos transfundidos y va a presentar
sus péptidos asociados al complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I (MHC Il), de
igual forma los linfocitos B se van a unir especificamente al aloantigeno mediante su

fragmento de reconocimiento especifico BCR. (Figura N°1) (Zimring & Hudson, 2016)

La respuesta que los anticuerpos van a generar frente a los aloantigenos de los
eritrocitos transfundidos se va a dar por la identificacién de pequefias modificaciones o
polimorfismos de ciertos aminoacidos diferentes entre donante vy receptor,
correspondiente a la mayoria de los sistemas eritrocitarios, unicamente los antigenos del
sistema Rhesus van a presentar modificaciones proteinicas completas. (Zimring &
Hudson, 2016)
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Autor: Zimring, J. & Hudson.
Fuente: Respuesta celular inmune en la aloinmunizacién de los glébulos rojos

Figura N° 1 Diagrama de aloinmunizacion humoral

2.1.2.5.1 Anticuerpos anti-E

Los anticuerpos del sistema Rh pueden ser de origen natural (2%), aunque generalmente
se forman por una respuesta inmune. El anti-E puede ser de tipo IgG o IgM, son
clinicamente significativos ya que pueden causar reacciones transfusionales vy
enfermedad hemolitica severa. Adicional, se detalla que los aloanticuerpos formados
contra antigenos de los sistemas Rh, Duffy y Kell son responsables de gran parte de las

reacciones hemoliticas transfusionales graves, ya que debido a la destruccién de los
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eritrocitos se tienden a formar complejos inmunitarios que causan disfunciéon y empeoran

el cuadro de la persona con IRC. (Dzieczkowski & Anderson, 2016)

2.1.2.5.2 Anticuerpos anti-A1 en subgrupo A2

Los subgrupos sanguineos de A se diferencian por la cantidad de antigeno (A) que
poseen, siendo el mas frecuente entre la poblacion el subgrupo A1 (81%), seguido por el
A2 (17%) y A intermedio (2%). La variacion en la secuencia del alelo A2 genéticamente
tiene una delecién de una de sus bases en el carboxilo terminal, por lo que causa la
pérdida de la actividad de la transferasa A2 y modifica el marco lectura del mismo
resultando en la aparicion del subgrupo A2. Se conoce que del 1 al 8% de personas con
grupo sanguineo A2 desarrollan el aloanticuerpo anti-A1 en el suero, pudiendo presentar
reacciones postransfusionales al momento de recibir CGR del grupo sanguineo A. (Parra
& Chiriboga, 2018)

2.1.2.5.3 Anticuerpos del sistema Lutheran

Los anticuerpos de este sistema pueden ser de dos tipos: anti-Lu? y anti-Lu®, se pueden
formar posterior a transfusiones o a embarazos, por lo que en ciertos casos producen
reacciones hemoliticas transfusionales leves. Los anti-Lu? son anticuerpos poco
frecuentes y su significancia clinica es baja; mientras que los anti-Lu® pueden llegar a

causar hemodlisis intravascular. (Daniels, 2017)

2.1.2.6 Sensibilizacién de los eritrocitos en paciente con IRC

Los anticuerpos que se forman contra antigenos eritrocitarios pueden ser: de origen
natural de tipo IgM por exposicién a sustancias similares a los componentes de los
grupos sanguineos, de origen espontaneo o como resultado de enfermedades
infecciosas, son los llamados autoanticuerpos que estan dirigidos contra antigenos
propios, y tienden a ser de tipo IgM, siendo de poca relevancia clinica por su baja
afinidad, aunque en ocasiones pueden activar la cascada del complemento provocando
hemdlisis; se puede demostrar la presencia de autoanticuerpos por medio de un
autocontrol al enfrentar suero o plasma del paciente con sus propios eritrocitos
generando aglutinacion por la presencia de Ac en la membrana de los hematies; también
existen los de origen alégeno por transfusion sanguinea o embarazo, son los
aloanticuerpos en su mayoria de tipo IgG capaces de reaccionar a temperatura corporal
produciendo hemodlisis de los eritrocitos. (Dzieczkowski & Anderson, 2016; Pessoni et al,
2018)
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Los pacientes diagnosticados con IRC generan en su organismo una seria de
alteraciones sistémicas que van a desencadenar en cuadros de hipertensién, diabetes,
cardiopatias, anemia, entre otros, por lo cual hay que considerar la autoinmunidad
asociada a medicamentos especialmente los usados para tratar la hipertension, en donde
va a ser habitual encontrar una prueba DAT positiva que va a indicar sensibilizacién de

los eritrocitos in vivo. (Harris & Neilson, 2012; Peakman & Vergani, 2011)

La antiglobulina humana (test de coombs) permite identificar la presencia de
inmunoglobulinas o fracciones del complemento unidas in vivo a los eritrocitos
sensibilizados, los mismos que al reaccionar van a generar aglutinacion. (Figura N°2)
(Dzieczkowski & Anderson, 2016; Peakman & Vergani, 2011; Pérez & Gaona, 2016)

Prueba de Coombs directa/prueba directa de antiglobulina
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Autor: Kasper, D, et al. (2016)
Fuente: Harrison. Principios de Medicina Interna, 19e

Figura N° 2 Prueba de coombs directa

2.1.2.7 Reacciones transfusionales serolégicas

Las reacciones transfusionales serolégicas pueden darse en pacientes que han sido
previamente sensibilizados contra antigenos eritrocitarios, por 1o que tienden a presentar
DAT positiva al tener eritrocitos recubiertos con aloanticuerpos o fracciones del
complemento circulantes; conjuntamente la prueba de identificacion de aloanticuerpos
puede ser negativa debido a las bajas concentraciones en las que se encuentran los

anticuerpos formados por la aloinmunizacion. Para una mejor deteccion de estas
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reacciones se deberia realizar un nuevo rastreo de aloanticuerpos de 2 a 3 semanas
después de la transfusién, ya que con el tiempo los glébulos rojos transfundidos que
estan recubiertos de aloanticuerpos se van a ir eliminando por medio del sistema

reticuloendotelial. (Dzieczkowski & Anderson, 2016).

21.2.8 Técnicas inmunohematolégicas para determinar

aloanticuerpos

La identificaciéon de aloanticuerpos incluye técnicas de aglutinacion en tubo, en columna y
en microplacas de gel poliespecifico o de microesferas de cristal. Indistintamente de la
técnica que se emplee, se tiene que incluir una fase de deteccion a temperatura
ambiente, una fase de incubacion a 37°C con un potenciador de reaccién como albumina
o solucion especial LISS y una fase con el reactivo de coombs o antiglobulina humana.
Se puede trabajar con muestras de suero o plasma, de cierta forma el empleo de suero
resulta de mayor utilidad para el reconocimiento de aloanticuerpos que se activan con el
complemento, lo que no sucederia si se trabaja con plasma. La prueba de rastreo debe

realizarse en un tiempo estimado de 72 horas de obtenida la muestra. (Aburto, 2014)

Para el rastreo de aloanticuerpos se emplean paneles de células comerciales que tengan
la capacidad de detectar anticuerpos clinicamente significativos, dentro de los cuales
deben constar y servir para detectar antigenos: D, C, ¢, E, e, M, N, S, s, P1, Le(a), Le(b),
K, k, Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b). Si existe la posibilidad de contar con reactivos para
expresiones homocigotas de antigenos D, C, E, S, s, Fy(a), Fy(b), Jk(a) y Jk(b), también

se deberia realizar el rastreo frente a estos. (Aburto, 2014).

2.1.2.8.1 Técnica de aglutinacion en tubo

Se realiza de forma manual en el laboratorio, por lo cual el uso de una solucién LISS-
Coombs se vuelve necesario, para aumentar la sensibilidad del ensayo; si no se dispone
de dicho reactivo se puede utilizar como potenciador albumina. La lectura e interpretacion
de resultados se realiza en cada etapa de reaccion. Con esta técnica se pueden
identificar inmunoglobulinas de tipo I9G y/o IgM y a la vez se puede inferir la temperatura

de activacion 6ptima de dichos anticuerpos. (Aburto, 2014)

2.1.2.8.2 Técnica de aglutinaciéon en columna

Esta técnica se la puede realizar de manera semiautomatica y automatica, en la cual la

lectura interpretativa de resultados se la realiza en una sola etapa e indica principalmente
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la presencia de anticuerpos clinicamente significativos. Dentro de las desventajas de esta
técnica es que no permite la identificacion especifica del tipo de inmunoglobulina

presente ni tampoco de la temperatura 6ptima de activaciéon. (Aburto, 2014)

2.1.2.8.3 Técnica de adhesién en fase sélida

Esta técnica puede emplearse de manera semiautomatica y automatica, su principio
basico indica que un componente sea antigeno o anticuerpo va a ser inmovilizado en el

pocillo de reaccién y va a activarse al unirse a su Ag o Ac especifico. (Aburto, 2014)
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2.1 MARCO CONCEPTUAL

Aglutinar: agregacion visible que se presenta al reaccionar aglutinbgenos con antisueros

o aglutininas dirigidas contra antigenos especificos. (Espinosa et al., 2015)

Aloanticuerpo: son inmunoglobulinas que difieren estructuralmente con otros
anticuerpos de la misma especie y que van a reaccionar con el antigeno respectivo. Son

de origen no natural. (Casal, 2016)

Creatinina: es un producto de desecho circulante en la sangre que se obtiene de la
degradacién de la creatina. Se filtra a nivel del glomérulo, no se reabsorbe y se secreta
en pocas cantidades, la mayor parte se elimina por la orina. Es un buen indicador de la

tasa de filtrado glomerular. (Gaw et al., 2014)

Eritropoyetina: polipéptido que se sintetiza en las células peritubulares del rifién, como

medida compensatoria a los niveles bajos de hemoglobina plasmatica. (Casal, 2016)

Inmunomodulacidn: es el efecto que se produce en el sistema inmune provocado por

agentes que activan o disminuyen su funcionamiento normal. (Brand, 2016)

LISS: es una solucién de baja fuerza idénica que hace decrecer la fuerza iénica del medio
en el cual se encuentran los hematies. Funciona como un potenciador de la reaccion.
(Espinosa et al., 2016)

Reaccion hemolitica: es una reaccion inmune que forma parte de los efectos adversos
asociados a la transfusion sanguinea cuando se administra sangre incompatible al
receptor. Se produce la activacion del sistema de complemento que destruye los

eritrocitos transfundidos y genera hemolisis en el paciente. (Provan et al., 2017)

Sensibilizacién: es la unién que se genera entre un anticuerpo y un antigeno especifico

en la superficie de los eritrocitos y puede o no fijar complemento. (Casal, 2016)

Sindrome urémico: es la existencia de un cuadro clinico de trombocitopenia, anemia
hemolitica y dafio renal. La forma atipica de este sindrome se asocia a los pacientes con

IRC en fase terminal. (Blasco et al., 2015)
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CAPITULO Il

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo de corte transversal, debido a que las muestras y los datos fueron
recolectados una sola vez en la poblacién de estudio seleccionada, y de analisis

descriptivo porque se determiné la frecuencia de las variables y relacion entre ellas.
3.1.1.2 Tipo de Muestreo

Estudio de tipo probabilistico donde se trabajé con todos los pacientes sometidos a
terapia con hemodialisis que acudieron al CMFIEDM vy firmaron el consentimiento

informado cumpliendo con los criterios de inclusion del estudio.

3.1.1.3 Tamano de Muestra

Para el calculo del tamano de muestra se utilizd la férmula para poblacion finita,
empleando el total de pacientes con IRC y en terapia con hemodialisis del CMFIEDM,
que era de 165 sujetos. Ademas se recalculé el tamafio de muestra con la formula

ajustada a pérdidas del 15%.

_ __Nxzixpxq Dénde:
d? x(N-1)+22 xpxq

N= Total de la poblacion

165 x 1.96% x 0.08 x 0.92 Z= nivel de confianza
™= 0.052 x (165 — 1) + 1967 x 0.08 x 0.92 p= proporcion esperada (8%)
q=1-p
n =68 d= precision de estudio

Calculo de la muestra ajustada a las pérdidas

V()

1 Donde:
N = (1_—0’15) 68 n= nimero de sujetos sin pérdida
R= proporcion esperada de pérdidas (15%)
v 68
0,85
N =80
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Decision: se esperaba que todos los pacientes con IRC y en terapia con hemodialisis del
CMFIEDM participen en el estudio, sin embargo se calculé un tamafo muestral de 80
pacientes, con una proporcion esperada del 8% de acuerdo a la literatura consultada y un
error alfa del 5%. Finalmente se incluyé un total de 127 pacientes atendidos en el
CMFIED.

3.1.1.4 Criterios de Inclusion

Pacientes adultos mujeres y varones entre 20-90 anos de edad, con diagnéstico de
insuficiencia renal crénica, en terapia con hemodialisis en el Centro Médico Familiar

Integral y Especialidades Dialisis “La Mariscal”.
3.1.1.5 Criterios de Exclusiéon

Personas con diagndstico de insuficiencia renal aguda y otras patologias renales, que no

reciban terapia de hemodialisis 0 que reciban terapia de dialisis peritoneal.
3.1.1.6 Control de Calidad

Tarjeta DG Gel Coombs: basado en los protocolos de la Asociacién Americana de
Bancos de Sangre (AABB, 2012), se verificaron las caracteristicas fisicas de cada lote:
degradacién del gel de acuerdo al color, presencia de burbujas, aspecto rugoso o
quebradizo, volumen del gel (ante cualquier cambio se debia eliminar el lote). Para la
lectura e interpretacion de resultados se siguid los parametros establecidos en el inserto
de cada Kkit.

Sueros hemoclasificadores y reactivos comerciales: se midié para cada reactivo criterios
de calidad enfrentandoles a células comerciales en los parametros de avidez, afinidad y
potencia (AABB, 2012)

3.1.1.7 Analisis Estadistico

Los resultados fueron recolectados en una hoja electronica (Excel) con clave de acceso,
y posteriormente se analizaron en el programa SPSS versién 22; para la relacion de las
variables se empleo la prueba estadistica de chi-cuadrado con un intervalo de confianza

del 95% (p= 0,05) y para la frecuencia de las variables se utiliz6 estadistica descriptiva.
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3.1.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Dependiente: aloinmunizacién

Variable Independiente: numero de transfusiones sanguineas, patologia de base (IRC),

edad, género, terapia con hemodialisis.

CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Dimensiones Indicadores Instrumento de
dependiente Medida
Aloinmunizacién Formacion de Cualitativa Estadistica Pruebas
aloanticuerpos frente descriptiva: inmunohematolégicas
antigenos extranos o frecuencias
desconocidos por el
sistema inmunitario
Variable Definicion Dimensiones Indicadores Instrumento de
independiente Medida
Terapia que consiste en la
o . infusion de sangre o algun 1-3 Estadistica
N° transfusiones . -
, hemoderivado donado por 4-7 descriptiva: Encuesta
sanguineas .
otra persona a un receptor >8 Frecuencias
que lo necesite.
Pérdi - _
’ .erdlda progreswa e Estadistica
Patologia de irreversible de las Fases de la .
. e s descriptiva: Encuesta
base (IRC) funciones fisiologicas del enfermedad .
o Frecuencias
rinon.
. Te.cn!ca que sirve para . Estadistica
Terapia con eliminar el exceso de Numero de .
o - : . descriptiva: Encuesta
hemodialisis liquidos y toxinas de la sesiones .
e Frecuencias
sangre de manera artificial
Conjunto de ser-es que Estadistica
. agrupa a especies que Hombre -
Género . descriptiva: Encuesta
comparten caracteres en Mujer .
. Frecuencias
comun
20-29
30-39 Estadistica
Edad Anos transcurridos de vida 40-49 descriptiva: Encuesta
50-59 Frecuencias

>60




3.2 MATERIALES Y PROCESO

3.2.1 Materiales

- Tubo con muestra sanguinea con anticoagulante EDTA k3

- Microtubo con muestra de suero

- Tubos de ensayo de vidrio

- Pipetas automaticas 10-50 ul

- Puntas plasticas para pipetas automaticas

- Pipetas Pasterur 3 ml

- Tarjetas DG gel Coombs

- Incubadora para tarjetas DG gel Coombs

- Centrifuga para tarjetas DG gel Coombs

3.2.2 Reactivos

- Sueros comerciales: anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, anti-C, anti-c, anti-E y anti-e,
lectina.

- Panel por 11 células BIORAD

- Células control comerciales

- Solucién LISS

- Solucién salina

3.3 Procedimiento

3.3.1 Fase Uno

Obtencidn de la autorizacién del Centro Médico Familiar Integral y Especialidades Dialisis
“La Mariscal”’, para ello se realizé una reunién con la participacion de: Dra. Fernanda
Andrade, Directora Médica del CMFIEDM, Dra. Patricia Villavicencio, lider del laboratorio
clinico y Dr. Eduardo Gonzalez, responsable de Docencia Médica, en la que se informd
los objetivos de este estudio y los beneficios que tendrian tanto los pacientes como el
CMFIEDM vy se solicitod la autorizacidén para trabajar especificamente con los pacientes
con diagndstico de IRC y en terapia de hemodidlisis, obteniéndose una respuesta
favorable que fue el inicié6 de una posible relacién investigativa entre la PUCE vy el IESS.
(Anexo 1).
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Revisién y aprobacién por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos
(CEISH) de la PUCE (Anexo 2) y Ministerio de Salud Publica (Anexo 3).

Se obtuvo la aprobacion del consentimiento informado para la utilizacion e investigacion
de muestras bioldgicas, el mismo que debia estar firmado por toda la poblaciéon que
abarco el estudio (pacientes con IRC y en terapia con hemodialisis) y que
voluntariamente accedieron a participar en él mismo, manteniendo una codificacién Unica
para cada paciente asegurando de esta manera la confidencialidad. (Anexo 4)

Se aplicé una encuesta estructurada y codificada a cada participante para relacionar las
variables planteadas en el estudio. Se guardo estricta confidencialidad con la informacion

recolectada, almacenandola en una base de datos con clave de acceso (Excel). (Anexo 5
y 6)

3.3.2 Fase Dos

Recoleccién de las muestras sanguineas (suero y sangre total con EDTA k3) esta fase
fue realizada por el personal técnico del CMFIEDM antes de que el paciente con IRC
reciba la terapia de hemodialisis, en esta fase no se tuvo contacto directo con el paciente
debido a los protocolos que mantiene el CMFIEDM para el mantenimiento, cuidado y

manipulacién de los catéteres venosos.

Coadificacion: las muestras sanguineas recolectadas fueron llevadas al laboratorio clinico
del CMFIEDM, luego de la verificacion pre analitica de la muestra por parte del estudiante
se procedié a la re-codificacion de las mismas utilizando cédigos alfa numéricos. Estas
muestras fueron utilizadas para la identificacion de aloanticuerpos, luego de validados y

verificados los resultados fueron eliminadas de acuerdo al protocolo de la OMS.

El proceso de verificacion pre analitica consistié en comprobar las caracteristicas fisicas
de la muestra y su identificacion inequivoca, cabe recalcar que el codigo inicial de barras
fue proporcionado por el laboratorio clinico del CMFIEDM, para mantener la

confidencialidad del paciente se realizo la re-codificacion de las muestras.

Transporte de las muestras sanguineas: se siguieron los protocolos establecidos por la
OMS para transporte de muestras bioldgicas con temperaturas de -20°C para el suero y
4-7°C para sangre, por lo que se mantuvo un monitoreo de temperatura durante el
transporte. Las muestras biolégicas fueron trasladadas al laboratorio de Investigacion de
la carrera de Bioquimica Clinica de la PUCE de acuerdo a la instruccion 650 reconocida

por IATA la cual dispone los requerimientos de embalaje de muestras biolégicas para un
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adecuado transporte debe estar constituido por cuatro elementos que se detallan a
continuacion:

v"Un recipiente primario: Crioviales de 2,5 ml

v" Un embalaje/envasado secundario: Criocajas en contenedores de espumaflex

v" Uso de pilas de congelacién y un termémetro

v" Un embalaje/envasado exterior rigido: Cooler
Ademas se debe considerar que para las sustancias liquidas se debe colocar entre el
recipiente primario y el secundario, material absorbente que evite la fuga de liquidos

hacia el embalaje exterior. (Anexo 7).

3.3.3 Fase Tres.

Control de calidad pre analitico y analitico de reactivos siguiendo los lineamientos de
Clinical & Laboratory Standards Institute: CLSI Guidelines y Asociacion Americana de

Bancos de Sangre, 2017. (Anexo 8)

Procesamiento de las muestras: se realizaron las siguientes pruebas para garantizar la

correcta identificacion de la presencia y tipo de aloanticuerpos:

v Tipificacion sanguinea y fenotipificacion del Rh: con estas pruebas se identifico el tipo
de sangre que posee el paciente con IRC y que recibe terapia con hemodialisis, esto
permitié determinar la presencia en los glébulos rojos de unas proteinas llamadas
antigenos que son las que estimulan al sistema inmune y por lo tanto facilitan predecir
una posible aloinmunizacién en los pacientes que reciben o van a recibir
transfusiones de sangre en forma periédica. (Anexo 9y 10)

v' Rastreo de aloanticuerpos: es una prueba seroldgica que facilité la identificacion tanto
de la frecuencia como del tipo de aloanticuerpo presente en una poblacién, siguiendo
los protocolos establecidos por el fabricante y los lineamientos de la Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012. ( Anexo 11)

3.3.4 Fase Cuatro

Creacion de la base de datos: se realizé en una hoja electréonica de Excel donde se
recopilo la informacién obtenida de la encuesta realizada a los participantes del estudio y
la trascripcion de resultados de los grupos sanguineos y pruebas de identificacion de

aloanticuerpos.
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Analisis estadistico: se utilizd el programa SPSS version 22, aplicando estadistica
descriptiva para la frecuencia de las variables y para la relacién entre ellas se empled la

prueba estadistica del chi-cuadrado con un intervalo de confianza del 95% (p=0,05).

3.3.5 Fase Cinco

Reporte de resultados a la Directora Médica del Centro Médico Familiar Integral y
Especialidades Dialisis “La Mariscal” para que sean comunicados a los pacientes a través
del médico tratante, en la consulta mensual de seguimiento. (Anexo 12).

Andlisis de datos codificados para la presentacion en el trabajo de titulacion a la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE)-Facultad de Medicina-Carrera de Bioquimica

Clinica, siguiendo el formato establecido por la PUCE.

Eliminacion de las muestras biolégicas considerando las normas de bioseguridad y los

protocolos de la Organizaciéon Mundial de la Salud. (Anexo 13)
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Descripcion de la poblacién de estudio

La poblacién incluida en el estudio estuvo formada por un 68% de varones y un 32% de
mujeres con diagndstico de IRC tratadas en el CMFIEDM, cuyas edades estaban en un
rango de 20 a 90 anos. (Grafico N°4.1.1)

Mujeres

/_ 32%

Varones
68%

Grafico N°4.1. 1 Distribucion porcentual de la poblacion de acuerdo al género

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

El 68% de varones y el 32% de mujeres participantes en el estudio fueron clasificados en
cinco categorias segun la edad cuya distribucion porcentual fue la siguiente: el grupo de
20-29 anos abarco el 5,5 %, el grupo de 30-39 anos el 7,9%, el grupo de 40-49 afos el
11%, el grupo de 50-59 afos el 18,1% y finalmente el grupo de mayores a 60 anos el
57,5%. (Grafico N°4.1.2)

57,5%
60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0% 11,0%

0,0%

20-29 30-39 40-49 50-59 > 60 afios

Grafico N°4.1. 2 Distribucion porcentual de la poblacién de acuerdo a la edad
Elaborado por: Daniela Nufiez Torres
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4.1.2 Distribucion de grupos sanguineos encontrados en la poblacién

El 20,4% de participantes presenté el grupo sanguineo A, de los cuales el 17,3% tenian
un subgrupo A1 y el 3,1% restante un subgrupo A2. El grupo A1B se distribuy6 en el
3,1% de participantes y no se hallaron subgrupos dentro de esta categoria; mientras que
el grupo B obtuvo el 10,2% de casos, finalmente y como grupo predominante fue el O con
el 66,1% de frecuencia. (Grafico N°4.1.3)

70,0%
- 60,0%
o
@ 50,0%
o
g 40,0%
o 30,0%
()
E 20,0%
o oo - )
0,0%
A A1B B 0
| Frecuencia 20,4% 3,1% 10,2% 66,1%

Grafico N°4.1. 3 Distribucion de los grupos sanguineos de pacientes con IRC

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

Se identificaron los antigenos mas importantes del sistema Rh (CcDdEe) y se
clasificaron los 8 fenotipos identificados en base a la nomenclatura de Fisher-Race y
Wiener, siendo el de menor frecuencia el fenotipo CDE/CDe (RZ/R1) con un 0,8%,
seguido de cde/cde (r/r) con el 1,6%, cDe/cDe (RO/RO) con el 3,1%, cDE/cDE (R2/R2)
con el 7,9%, seguido del cDE/cDe (R2/R0) con el 9,4%, CDe/cDe (R1/R0) con el 22%,
CDE/cDe (Rz/R0) con el 22% y la de mayor frecuencia el fenotipo CDe/CDe (R1/R1) con
un 33,1%. (Tabla N°4.1.1)

Tabla N°4.1. 1 Distribucion de los fenotipos del sistema Rh

Fisher. Race  Wiener Recuento Porcentaje
Fenotipo — CDE/CDe RZ/R1 1 0,8%
Nomenclatura cde/cde r/r 2 1,6%
cDe/cDe RO/RO 4 3,1%
cDE/cDE R2/R2 10 7,9%
cDE/cDe R2/R0 12 9,4%
CDe/cDe R1/R0 28 22,0%
CDE/cDe Rz/R0 28 22,0%
CDe/CDe R1/R1 42 33,1%
Total Total 127 100,0%

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres
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4.1.3 Frecuencia de aloinmunizacion en pacientes con IRC hemodializados
El nivel de aloinmunizacién encontrado en los pacientes con diagndstico de IRC y en
terapia con hemodialisis del CMFIEDM fue de 3,1%: el restante 96,9% corresponde a

resultados negativos en el rastreo de aloanticuerpos. (Grafico N°4.1.4)

Positivo
3,1%

Negativo
96,9%

Grafico N°4.1. 4 Distribucion de aloinmunizacion en pacientes con IRC

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

Dentro del 3,1% de aloinmunizacién encontrada en los pacientes con IRC y en terapia de
hemodialisis del CMFIEDM, se identificaron 4 tipos de aloanticuerpos, un anti-E
perteneciente al sistema Rh, un anti Lu(a) perteneciente al sistema Lutheran y dos
pacientes con aloanticuerpos clasificados como indeterminados debido a que fue
imposible su identificacién. Sin embargo, presentaron una prueba de coombs directa
positiva, lo que indica la existencia de autoanticuerpos que impiden la determinacion del
aloanticuerpo circulante. (Tabla N°4.1.2)

Tabla N°4.1. 2 Distribucion de los tipos de aloanticuerpos encontrados en los
pacientes con IRC

Recuento Porcentaje
Aloanticuerpos Anti E 1 0,8%
Indeterminado 2 1,6%
Lu(a) 1 0,8%
Negativo 123 96,9%
Total 127 100,0%

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres
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4.1.4 Presencia de anticuerpos anti-A1 en personas con grupo sanguineo A2

El 3,1% de la poblacién de estudio presenté un grupo sanguineo A subgrupo A2, por lo
que se les realizé la identificacion de anticuerpos anti-A1, encontrando en un paciente
este aloanticuerpo que pudo haberse formado naturalmente o posterior a la transfusion
sanguinea con un CGR A. (Grafico N° 4.1.5)

No
75%

Grafico N°4.1. 5 Distribucién de anticuerpos anti-A1

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

4.1.5 Relacion autocontrol y prueba de coombs directa

Los autocontroles se realizaron a toda la poblacion de estudio y se obtuvo que el 28,3%
del total presentaron un autocontrol positivo y el restante 71,7% un resultado negativo. El
28,3% de autocontroles positivos corresponde a un recuento de 36 pacientes de los
cuales se seleccionaron unicamente los que habian recibido transfusiones sanguineas
para realizar la prueba de Coombs directa, obteniendo que 12 (9,8%) pacientes con
autocontrol positivo tenian a su vez una prueba de coombs directa positiva, lo que
posiblemente indica que se encuentran sensibilizados y puedan presentar

autoanticuerpos de origen desconocido. (Tabla N°4.1.3)

Tabla N°4.1. 3 Relacién entre autocontroles y prueba de coombs directa

Coombs Directo
Negativo Positivo Total

Recuento Recuento Recuento Recuento

Autocontrol Negativo 91 0 0 91
Positivo 20 4 12 36

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres
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4.1.6 Relacion autocontrol y aloanticuerpos hallados

Los aloanticuerpos identificados en la poblacion se relacionaron con los autocontroles y
se obtuvo que dos de los 36 resultados con autocontrol positivo presentaban
aloanticuerpos, al igual que en 2 de los 91 resultados con autocontrol negativo donde se

hallé también presencia de aloanticuerpos. (Tabla N°4.1.4)

Tabla N°4.1. 4 Relacion entre autocontroles y presencia de aloanticuerpos

Autocontrol
Negativo Positivo Total

Recuento Recuento Recuento

Aloanticuerpos Negativo 89 34 123
Positivo 2 2 4
Total 91 36 127

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

4.1.7 Relacion aloanticuerpos por género

Con respecto a la relacién entre la variable aloanticuerpos (aloinmunizacién) con la
variable género se observé que habia mayor presencia de aloanticuerpos en los varones
que en las mujeres, ya que en el 32% (41) de mujeres se identificé un aloanticuerpo,
mientras que en el 68% (86) de varones se encontraron 3 aloanticuerpos; sin embargo
hay que considerar que claramente existe una mayor proporcién de varones que de

mujeres participantes del estudio. (Tabla N°4.1.5)

Tabla N°4.1. 5 Relacién entre aloanticuerpos y género

Género
Mujer Varon Total
Aloanticuerpos Negativo 40 83 123
Positivo 1 3 4
Total 41 86 127

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

La relacion entre aloinmunizacion en los pacientes y el género se realizé mediante el test
Exacto de Fisher y la prueba estadistica de chi cuadrado con un nivel de confianza del
95% (p=0,05); y se obtuvo una significancia de p=1,000 con lo que se evidencia que no

existe relacion estadisticamente significativa entre las variables antes mencionadas.
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4.1.8 Relacion aloanticuerpos por edad

La presencia de aloinmunizacion fue comparada con la edad en anos de la poblacion de
estudio, la misma que fue clasificada en 5 diferentes categorias; en cada una existié un
caso de aloinmunizacion excepto en el grupo comprendido entre 20 y 29 anos de edad.
(Tabla N°4.1.6)

Tabla N°4.1. 6 Relacion entre aloanticuerpos y edad en ainos

Edad (afios)
20-29 30-39 40-49 50-59 >60 Total
Aloinmunizacion  Negativo 7 9 13 22 72 123
Positivo 0 1 1 1 1 4
Total 7 10 14 23 73 127

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

Los resultados del test Chi-Cuadrado con un nivel de confianza del 95% (p=0,05)
arrojaron que la edad no esta relacionada estadisticamente con la presencia de
aloinmunizacién en la poblacién de estudio, ya que se obtuvo una significancia p= 0.552
en un n de 127. Por lo que se determina que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre las variables planteadas.

4.1.9 Relacion aloanticuerpos por el nimero de transfusiones

La presencia de aloanticuerpos se enlazé con el numero de veces que los pacientes
habian recibido transfusiones sanguineas obteniendo la presencia de 2 aloanticuerpos en
el 24,4% de pacientes que recibieron una sola transfusién sanguinea y los restantes dos
aloanticuerpos se identificaron en el 13,4% de pacientes que recibieron sangre de 2 a 4
veces. Cabe mencionar que no se encontré presencia de aloanticuerpos en los rangos
con mayor numero de veces con transfusiones, esto se puede explicar con la baja
proporcion de casos en estos rangos que fue de apenas el 1,6% y 0,8% respectivamente.
(Tabla N°4.1.7)

Tabla N°4.1. 7 Relacién entre aloinmunizacion y el numero de transfusiones

Transfusiones

0 1 2-4 5-10 >10 Total
Aloinmunizacion Negativo 76 29 15 2 1 123
Positivo 0 2 2 0 0 4
Total 76 31 17 2 1 127
Porcentaje del Total 59,8% 24,4% 13,4% 1,6% 0,8% 100%

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres
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Los resultados del test Chi-Cuadrado con un nivel de confianza del 95% (p=0,05)
demostraron no haber diferencias estadisticamente significativas entre las variables

analizadas ya que se obtuvo un valor p=0,078 en un n total de 127.

4.1.10 Relacion aloanticuerpos por el tiempo en terapia de hemodialisis

La presencia de aloanticuerpos se empaté con el tiempo durante el cual los pacientes se
realizaban sesiones de hemodialisis, el mismo que fue clasificado en tres diferentes
rangos, en donde se identificé dos aloanticuerpos en el 56,7% de pacientes que llevaban
menos de doce meses en sesiones de hemodidlisis, los otros dos aloanticuerpos se
encontraron en el 11% de pacientes que se realizaban hemodialisis en un tiempo mayor a
5 anos; mientras que en el restante 32,3% de pacientes en hemodialisis de 1 a 5 afios no

se identificé aloanticuerpos. (Tabla N°4.1.8)

Tabla N°4.1. 8 Relacién entre aloinmunizacién y tiempo de terapia de hemodialisis

Tiempo terapia hemodialisis

<12 meses 1-5 afos > 5 afios Total
Aloinmunizacién  Negativo 70 41 12 123
Positivo 2 0 2 4
Total 72 41 14 127

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

El analisis de los datos con el test Chi-Cuadrado y empleando la significancia de la razén
de verosimilitud establecié que el tiempo de terapia de hemodialisis no esta relacionado
con la presencia de aloinmunizacién, ya que se obtuvo un p= 0.056 en un n de 127 y un
nivel de confianza del 95% (p=0,05); sin embargo se observa una leve tendencia a
presentarse una aloinmunizacién negativa (no presencia) para la mayoria de pacientes

con menos tiempo de terapia.

4.1.11 Relacién anemia y transfusiones sanguineas

En base a los datos obtenidos de la encuesta realizada a la poblacion de estudio, se
obtuvo que 81,9% de participantes habia presentado anemia en algun momento de su
enfermedad (IRC) y de los cuales el 40,2% habian recibido transfusiones sanguineas en
algun momento, el 41,7% presentd anemia pero no recibi6 transfusiones y el 18,1% de
participantes con IRC indicaron no haber presentado anemia y por ende no haber

recibido transfusiones sanguineas. (Tabla N°4.1.9)
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Tabla N°4.1. 9 Relacién entre anemia y transfusiones sanguineas

Ha recibido sangre?
No Si Total

Recuento Recuento Recuento

Ha tenido anemia? No 23 0 23
Si 53 51 104
Total 76 51 127

Elaborado por: Daniela Nufiez Torres

Los resultados del analisis con el test de Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher
arrojaron significancia estadistica entre la presencia de anemia y las transfusiones
sanguineas recibidas en los pacientes, obteniendo un valor p=0,000 en un n total de

127 y con un nivel de confianza del 95% (p=0,05).

4.2 DISCUSION

El analisis de los datos epidemioldgicos de los pacientes con Insuficiencia Renal Crénica
como edad y género facilita el conocimiento de ciertos factores predisponentes para esta
patologia, es asi que en el estudio realizado por Méndez y otros, 2010 determinaron que
la IRC constituye la octava causa de defuncion en el varén de edad productiva y la sexta
en la mujer de 20 a 59 afios, en esta investigacion se establecié que existe un 68% de
varones y un 32% de mujeres con diagnostico de IRC tratadas en el CMFIEDM. En
relacion a la edad se identifico que el 5,5% son pacientes entre el 20-29 anos, el 18,1%
de 50-59 afos y el 57,5% pacientes mayores de 60 afios datos similares a la

investigacién de Méndez y otros. (Méndez et al., 2010)

La tipificacion sanguinea ABO y Rh realizada a la poblacién de pacientes con IRC
determind que el 66,1% de personas presentaron el grupo O, seguido del A con el 20,4%,
B 10,2% y el de menor frecuencia fue el AB con el 3,1%; estos resultados concuerdan
con la literatura en donde se senala que el grupo O es el que se presenta con mayor
frecuencia en la regién, como en el estudio de Ulloa & Chiriboga, 2013 realizado en
Ecuador en donantes voluntarios de sangre donde el grupo O obtuvo una frecuencia de
75,4%, seguida del A con 16,7%, B con 6,9% y AB con 1,1% de casos. Es importante
conocer estas distribuciones ya que en cada pais tienden a ser diferentes debido a la

etnia y caracteristicas demograficas. (Hernandez et al., 2016; Ulloa & Chiriboga, 2013)
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En los pacientes tipificados como grupo A (20,4%) se determind la existencia de
subgrupos sanguineos, de los cuales el 17,3% mostraron un subgrupo A1 y el 3,1% un
subgrupo A2, coincidiendo asi con las frecuencias globales donde se indica que el 80%
de la poblacién presenta un subgrupo A1 y el restante corresponde al subgrupo A2 o sus
variantes. Adicional se detectd un aloanticuerpo anti-A1 en el 3,1% de los casos con
subgrupo A2, el mismo que pudo formarse naturalmente o posterior a una transfusion
sanguinea con CGR A incompatible, denotando ahi la importancia de identificar los
subgrupos sanguineos mas relevantes en los bancos de sangre como se menciona en el
articulo publicado de la prevalencia de subgrupos del antigeno A. (Parra & Chiriboga,
2018)

La frecuencia del antigeno D encontrada en este estudio fue del 98,4% de casos Rh “D
positivo” y el 1,6% de casos Rh “d negativo”, que correspondian al grupo sanguineo O y
al grupo A. Esta distribucion concuerda con los antecedentes de la predominancia del
antigeno D positivo en la poblacidn general, como se expone en el estudio de Rojas y
otros, 2015 donde se describe un 96% de casos Rh “D positivo” y un 4% de casos Rh “d

negativo”. (Rojas et al., 2015)

Con respecto a la distribucién de los fenotipos antigénicos del sistema Rh CcDdEe, en
este estudio se encontraron 8, el fenotipo CDE/CDe (RZ/R1) es el de menor frecuencia
(0,8%) siendo el de mayor frecuencia CDe/CDe (R1/R1) con un 33,1%. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Rojas y otros, 2015 en su estudio, donde el fenotipo
mas frecuente fue el CDe/CDe con el 32,5% en presencia del antigeno D y el genotipo
cde/cde con el 3,5% en ausencia del antigeno d. (Rojas et al., 2015). El conocimiento de
los fenotipos del Rh es de suma importancia en medicina transfusional en virtud que
protege a los pacientes de inmunizaciones innecesarias debido a que es un sistema

complejo y polimérfico caracteristico de cada poblacién y etnia. (Mudiz et al., 2014)

El nivel de aloinmunizacion del 3,1% encontrado en este estudio realizado en pacientes
con diagnostico de IRC y en terapia con hemodialisis del CMFIEDM, es consistente con
la frecuencia de aloinmunizacién en pacientes transfundidos que segun el estudio de
Pessoni y colaboradores, 2018 oscila del 1,4% al 4,24%. (Pessoni et al., 2018). Ademas,
la tasa de aloinmunizacion encontrada (3,1%) es superior al reportado por Villa y otros,
2012 que fue de 1,1% estudio realizado en pacientes multitransfundidos y a la tasa
reportada por Olier y otros, 2012 que fue del 1%, en pacientes hemodializados. (Olier
et al., 2012; Villa et al., 2012). En contraste al analisis retrospectivo realizado por Valle y

otros, 2018, quienes reportaron una aloinmunizacion del 11,11% en pacientes
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oncologicos, hematolégicos y renales multitrasfundidos, cabe destacar que en este
estudio no todos los pacientes con IRC del CMFIEDM tenian transfusiones previas, por lo
que el nivel de aloinmunizacién fue evidentemente menor (3,1%), aunque se debe
considerar que en los dos estudios se encontré la presencia de aloanticuerpos y

autoanticuerpos siendo los mas prevalentes los del sistema Rh. (Valle et al., 2018)

Paralelamente con la deteccién de aloanticuerpos se puede identificar autoanticuerpos
asociado al dafo que sufre el sistema inmune al perder progresivamente su homeostasis
a medida que avanza la enfermedad renal en los pacientes como lo expone Tecklenborg
y colaboradores, 2018 en su investigacion; razones por las cuales en este estudio se
identificé un 28,3% de autoinmunizacién similar a la frecuencia del 28% que expone
Pessoni y otros, 2018. (Pessoni et al., 2018; Tecklenborg et al., 2018)

En cuanto a la presencia simultdnea de autoanticuerpos van a actuar enmascarando al
aloanticuerpo presente dificultando su identificacion al usar métodos de aglutinacién en
gel, explicacion que fue tomada en cuenta en este estudio en donde dos pacientes
presentaron dicha combinaciéon por lo que sus aloanticuerpos se clasificaron como
indeterminados, adicionalmente la falta de paneles de células homocigotas o de
antigenos nativos como los del Sistema Diego dificultan el rastreo. Otras de las razones
por las cuales se dificulta la identificacion de aloanticuerpos es cuando se encuentran en
titulos bajos o en casos de aloinmunizacion multiple por diferentes aloanticuerpos, en

donde es necesario emplear técnicas especializadas (Pessoni et al., 2018).

Existen técnicas como dilucion-elucién, adsorcion ZAP y polietilenglicol que pueden
ayudar a la eliminacion de autoanticuerpos mimetizando su comportamiento y
permitiendo de esta forma la deteccion de aloanticuerpos, sin embargo su uso es limitado
debido a la carencia de reactivos (Pessoni et al., 2018); en este estudio se realizé la
técnica de dilucién para poder identificar los aloanticuerpos con paneles no congruentes,
sin embargo no se obtuvo resultados favorables ya que se evidencié reactividad de las
muestras con casi todas las células de panel, situacion que como indica la investigacion
de Hendrickson & Torney, 2016, es comun encontrar cuando los autoanticuerpos son de
tipo IgG con diferente afinidad, para solventar este problema el autor sefiala oportuno la
aplicacion de la técnica de elucidn en medio acido que debilite el autoanticuerpo y
concentre los aloanticuerpos en el plasma pero no pudo ser empleada debido a |a falta de

reactivos. (Hendrickson & Tormey, 2016)

En el andlisis retrospectivo realizado por Pessoni y otros, 2018 el aloanticuerpo

encontrado con mayor frecuencia fue el anti-E y adicional obtuvieron un 23.5% de casos
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autocontrol y DAT positivos, datos similares a los de este estudio en donde se determind
un aloanticuerpo anti-E (0,8%) del sistema Rh y un 28,3% de casos con presencia de
posibles autoanticuerpos ya que presentaron un autocontrol positivo con aglutinaciones
mayores a dos cruces (++) (Pessoni etal.,, 2018), la prueba DAT se realizé a los
pacientes con transfusiones previas y que presentaron un autocontrol positivo mostrando
un 9,8% de sensibilizacién de los eritrocitos in vivo, dato que se asemeja a la proporcion
dada por Meulenbroek et al., 2015 en su estudio que va del 7% al 8% en pacientes que
presentan DAT positivo sin evidencia ni signos clinicos de hemodlisis, sefialando como
posibles causas presencia de fracciones del complemento C3d o IgG, aunque
Hendrickson & Tormey, 2016 en su investigacion aportan informacion adicional sobre una
falsa reactividad de la prueba DAT asociada a farmacos o sustancias que tienden a
modificar la superficie de los eritrocitos o al fendmeno de rouleaux, situaciones que
pudieron influir en los resultados de este estudio. (Hendrickson & Tormey, 2016;
Meulenbroek et al., 2015)

En la investigacion de Valle y colaboradores, 2018 se reporté un nivel de
autoinmunizacién del 6,54% cercana a la obtenida en este estudio que fue del 9,8%,
también demuestran que la tasa de autoinmunizacion en pacientes con aloanticuerpos es
superior a los no aloinmunizados que fue del 29,16% y 2,32% respectivamente, estos
datos difieren con los de este estudio en donde se encontré6 mayor porcentaje de
autoinmunizacion en los pacientes no aloinmunizados, esto asociado a las causas
anteriormente expuestas y al bajo nivel de aloanticuerpos encontrado en la poblacién de
estudio seleccionada; sin embargo, se destaca el hecho de que la presencia de
aloanticuerpos favorece la aparicion de autoanticuerpos justificando de esta manera la

aparicion de aloanticuerpos indeterminados en el analisis. (Valle et al., 2018)

En este estudio, variables como: género, edad, nimero de transfusiones sanguineas,
tiempo de terapia de hemodialisis y la patologia de base que fue IRC no incidieron
significativamente en la presencia de aloinmunizacién por aloanticuerpos de glébulos
rojos, ya que los valores obtenidos no presentaron significancia estadistica, esto en gran
medida al bajo porcentaje de aloinmunizacion (3,1%) identificado entre la poblacion de
estudio seleccionada; similar al estudio de Villa, 2012 donde tampoco encontraron
diferencias significativas entre la frecuencia de aloinmunizacioén y variables como: género,

edad, patologia de base, grupo sanguineo y niumero de transfusiones (Villa et al., 2012)

Si bien no fue estadisticamente significativo, se encontré6 una mayor proporcién de

aloanticuerpos en varones (3/4) que en mujeres (1/4) de diferentes rangos de edad y no
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se identificd aloinmunizacién en pacientes menores de 30 anos, resultados similares a los
obtenidos en el estudio de Valle y otros, 2018 donde la tasa de aloinmunizacion (17,56%)
también fue superior en varones mayores de 50 afios, contrastando con la literatura que
tiende a sefalar que las mujeres son mas propensas a presentar aloinmunizacion
asociada a los embarazos, sin embargo el articulo indica que las mujeres con
enfermedades crénicas presentan una menor frecuencia de embarazados y por ende
baja aloinmunizacion asociada a estas causas relacionando asi los resultados obtenidos.
(Valle et al., 2018)

De igual forma no se observo relacion entre la presencia de aloanticuerpos y el numero
de transfusiones sanguineas debido a que la mayoria de la poblacién presentd entre una
y de 2 a 4 transfusiones sanguineas (24,4% y 13,4% respectivamente). En este sentido
se menciona la investigacién de Dinardo, 2018 donde tampoco determinaron una
correlacion significativa entre las variables planteadas aun cuando el numero de
transfusiones era mayor a 6 y 10, haciendo alusion a los factores que desencadenan una
aloinmunizacion como son la genética de la persona, el nivel de exposicion antigénica,
condiciones clinicas y la capacidad de reaccion del organismo. (Dinardo, 2018; Valle
et al., 2018).

También se analiz6 a la anemia como factor predisponente a recibir transfusiones
sanguineas con CGR, encontrando que el 81,9% de la poblacién habia presentado
anemia en el tiempo que fueron diagnosticados con IRC, dato que concuerda con la
literatura al mencionar que en torno al 90% de pacientes con IRC en fases avanzadas de
la enfermedad presentan anemia por deficiencia de eritropoyetina; sin embargo se
observd que unicamente el 40,2% de pacientes que presentaron anemia recibieron
transfusiones en algun momento y que el 41,7% de pacientes con anemia no recibieron
sangre, lo que puede estar asociado a los tratamientos que incluyen la administracion de
eritropoyetina para tratar de corregir el grado anémico del paciente sin acudir a

transfusiones sanguineas. (Cases et al., 2018; Olier et al., 2012)
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4.3 CONCLUSIONES

- La frecuencia de aloinmunizacién encontrada en los pacientes con diagnéstico de
insuficiencia renal crénica y en terapia con hemodialisis del CMFIEDM fue del 3,1%,

lo que corresponde a 4 aloanticuerpos identificados en un total de 127 participantes.

- Se identificaron aloanticuerpos clinicamente significativos pertenecientes al sistema
Rh denominado anti-E y un anti-A1 relacionado al sistema ABO este ultimo de
relevada importancia debido a la prevalencia de grupo A1 en la poblacion dato de
importancia para corroborar la necesidad de identificar a subgrupos de A en los

pacientes y donantes previo a una transfusion sanguinea.

- Se obtuvo un 28.3% de casos con presencia de posibles autoanticuerpos comun en la
poblaciéon que presenta patologias como la Insuficiencia Renal Croénica aspecto de

relevancia que disminuye su calidad de vida.

- Se plantean varias posibilidades para los pacientes con aloanticuerpos
indeterminados como puede ser: presencia de anticuerpos nativos pertenecientes al
sistema Diego que no fueron identificados debido a la falta de paneles de células
comerciales en el pais, también por concentraciones bajas de los aloanticuerpos o por

aloinmunizacion multiple.

- Los resultados demuestran la necesidad de una identificacion del grupo sanguineo
extensivo de los pacientes (fenotipo RHCDE y subgrupos de A) para prever una

aloinmunizacién ya que son pocos los pacientes aloinmunizados.
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4.4 RECOMENDACIONES

- Es oportuno realizar constantemente estudios de identificacion de tasas de
aloinmunizacién en poblaciones de pacientes multitransfundidos, para de esta forma
tener bases que soporten la implementacién de protocolos y normas en pro de

mejorar la seguridad en la transfusién de hemocomponentes.

- Se recomienda a los servicios de medicina transfusional implementar técnicas que
ayuden a prevenir la estimulacibn y produccién de anticuerpos irregulares

especialmente las relacionadas con tipificacién extensiva del sistema Rh.

- Se recomienda a las autoridades sanitarias el promover y facilitar la adquisicion de
paneles de células comerciales heterocigotas y homocigotas para su disponibilidad en
los bancos de sangre y servicios de medicina transfusional, a través de la asignacion

de partidas presupuestarias especiales.
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4.6 Anexos
Anexo 1: Autorizacion CMFIEDM

es5S

i) "* HISTITUTG ELURTGRIANG BE SEGURIIAD SOCIAL

Oficio Nro. IESS-CMFIEDM-DM-2017-0106-O
Quito, 13 de octubre de 2017

Asunto: AUTORIZACION PARA REALIZAR TRABAJO DE TITULACION

Sefior Doctor

Antonio José Dominguez Vivero

Decano Facultad de Medicina

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
En su Despacho

De mi consideracion:

En atencién al oficio CB-202-17 suscrito por Mtr. Sandra Andrade, Coordinadora de la
Carrera de Bioquimica Clinica, del dia 3 de octubre del 2017 donde indica "(...) que la
Srta. Daniela Michelle Nufiez Torres con CI 1723888119, estudiante del nivel 9 de la
carrera de biogquimica clinica-facultad de medicina de la Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador presento el pre plan del trabajo de titulacién para desarrollarlo previo a la
obtencion del grado académico de tercer nivel(...)” donde solicita colaboracion para
realizar ¢l trabajo de titulacion.

Como laboratorio clinico del CMFIEDM se brindara el apoyo en la parte cientifica y
técnica, pere aclarando que no usaran insumos ni dispositivos del centro medico
para la realizacién del proyecto. adem#s del compromiso de llevarlo a cabo con el
cumplimiento de normas bioéticas nacionales, requiriendo se entregue ¢l protocolo del
trabajo de titulacion, cronograma de actividades y demds documentos relacionados al
proyecto para que pueda llevarse a cabo en este servicio. Con sentimientos de distinguida
consideracion.

Con sentimientos de dj§tinguitia consideracion.

Atentamente,

; n i, Y/
(Pt

Med. Maria Fernafda Andrade Padilla
DIRECTORA ED[CA DEL CENTRO MEDICO LA MARISCAL

Copia:
Sefiorita
Sandra Patricia Andrade Heredia
Coodinacion Carrera de Bioquimica Clinica
PONTIFICA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

Sefiora



Anexo 2: Carta de aprobaciéon de CEISH-PUCE

Pontificia Universidad
Catodlica del Ecuador

Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos

€5 puce

Quito, 15 de enero de 2018
Oficio-CEISH-415-2017

Seforita

Daniela Michelle Nifiez Torres

Carrera de Bioguimica Clinica de la Facultad de Medicina de la PUCE
Presente.

Estimada Srta. Nufez:

El Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la PUCE, en sesién del 11.01.2018,
estudio el proyecto titulado: “Identificacién de aloanticuerpos en pacientes con insuficiencia renal
crénica y en terapia con hemodidlisis, atendidos en el Centro Médico Familiar Integral y
Especialidades Didlisis “La Mariscal”, mediante la microtécnica de aglutinacién en gel, afio 2018.
Codigo 2017-08-MB.

Una vez verificadas las correcciones solicitadas por el Comité, se aprueba el proyecto por un
periodo de siete meses, tiempo estimado de duracidn del estudio.

Se informa que este proyecto debe ser aprobado por la Direccién Nacional de Inteligencia de la
Salud del Ministerio de Salud Publica.

lgualmente, con el fin de dar seguimiento, se solicita:
e Presentar |la carta de aprobacidn de la Direccién Nacional de Inteligencia de la Salud.
e Comunicar por escrito al CEISH-PUCE el momento del inicio la investigacidn.

e Entregar informe parcial y final cuando sea solicitado por el CEISH-PUCE.

Con nuestra consideracion y estima,

”~

- —
/%wﬂ’ S PrEF 27

Dra. Laura Arcos Teran
Presidenta
Comité de Etica de la Investigaciéon en Seres Humanos - PUCE

o
e
m
N
c
w
Q
o
g

COMITE DE ETICA DE
LA INVESTIGACION EN
SERES HUMANOS

Quito

LAT/yar

Ax. 12 de octubre 1076 y Ramon Roca o k) 2 0
Apartado postal 17-03-218¢ @ 3
Telf.: (593) 2 29917 00 ext. 2917 ;

Quito - Ecuador 1 ) '



Anexo 3: Carta de aprobaciéon de MSP

MIMISTERKD
DE SALUD PUBLIMCA

Cpnrdinacidn General de Desarmollo Estraidgico en Salud
Diireccion Maceonal de Inteligencia de la Salud

Oricio Nro. BISP-DIS-20] 8-066-0
Craite, DAL, 1% de abril de 2018

Azmnbte: Eospooita a estedic obsapcacional BMSPCTUTRINOZS50-1:-"Identificacion da
aloamti cosrpos en pacienies com insefcioncia renal oromica ¥ en ferapis con bemodialisis,
atendidos sn el Cantro Médico Familizr Inmeral v Especialidades Dialisis “La Mamiscal”™,
medianis 1a mirro tdcnica do agleinscion en gal, afin 201E"

Safor Docior

Francisce Javiar Pérar Parneifls

Diecama

PONTIFICIA TNINEESIDAD CATOLICA DFL ECTADODE-PLUCE
En 5= Despacho

e mi comsideracion:

En mespoosta a la solicimd epxtds por el Dr. Francisco Pérur, Decane do 1la Facoitzd da
Modicing da la Pontificia Univervidad Cattlica del Fcuader: mna wer svaloade sl
protecolo dal estudic chssrmvacicmal denomaizrads: “Idengficacidn de alsamficuerpers on
pacienfes con insgficirncis renal crdmica § en ferapin con hemodidiicrs, alendidos sa =t
Cremire Wedico Familtar Tnicgral y Especiniidades Hdlisic “Ta Wordseal™, medisnic [s
micre fdraica dr opintmecisn em pel, afle J8TE”, codificado por 1a Direccion Mamonal
doe Inmulipencia de la faled como: MISPCURTEMISE-] v mna wer cuomplidos los
requisitos mimipeos pare la eraloecon del mivme v combndo adessés, con el cHbeno
técmico fvorable para la realizaciém deo la mwestigacion de L [¥reccidn Nacionol de
Cermnos Expeciaiizados, se APRUFBA b versiom adjonts del protocole baje lu
condicién de solveniar las obzerraciomes de forma gos se Indican en ¢l informe técnico
adnnin.

Cabe destzcar que @5 necesaris complir con las recomandaciones realizadas o ol mformea,
o o plars oo meoyor a 10 dizs laborebles, v proceder con el sovie de moangra oficial a 1z
Drirecciém Macional de Inteligencia de la Salud eoegandose @l protocolo actalizado ex
Iz Escretaris Cemeral del Ministerio dea Salnd Pubklica dal Ecuador.

L& recordamos que mnz wer Sxalirads [ iovestigaciom, o responsabdlidad del
Imvestigador principal coviar a esta Direccion ¥ a la Direccitm Maciomal de Ceamires
Espucialimdos, los resultados de la mdspse; asd cooso [as publicaciones que =& realices
comir prodicto do @sbe asadio.

La Dimecciton Macional do Inteliguncia de Ia Saled, apmaeba los protocales de los samdios
obsarvacionales em &l 2mbite de sos compoiuncias., an baee 3 ome revisian do la calidad
metrdoligica v dtba de los sasmdios. Ein embargs, el cootemids, B andoria ¥ 1z
rasponsabilidad sokbme los msmtades del ssmdic comesponden al imreatipador principal

[ 1;’“.-! e rsca Hoe. Rapiablica da El Sabkador 36-54 y Suacia
N Condfign Postal: 170515 Tekifono: 593 (2) 3214400
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Anexo 4: Formulario de consentimiento informado
PARTE I: Informacion

Titulo: Identificacion de aloanticuerpos en pacientes con insuficiencia renal cronica y en terapia
con hemodialisis, atendidos en el Centro Médico Familiar Integral y Especialidades Didlisis “La
Mariscal”, mediante la microtécnica de aglutinacion en gel, afio 2018

Introduccién: mi nombre es Daniela Michele Nufiez Torres, y quiero mencionarle aspectos de la propuesta
de mi estudio: La insuficiencia renal cronica (IRC) puede ocasionar que usted tenga anemia y por ello puede
necesitar sangre, por esta razon le consulto si usted esta dispuesto a participar en este estudio. A lo largo de
todo el proceso lo que se busca es que esté comodo, asi que si posee alguna duda o pregunta sobre la presente
investigacion siéntase libre de contactarse conmigo o con cualquiera de los miembros de este estudio, quienes
sabran proporcionarle toda la informaciéon que requiera. Usted puede tomarse el tiempo necesario para
reflexionar si quiere participar o no.

Propésito: uno de los principales propodsitos de este estudio es ofrecer a usted y al doctor tratante
informacion acerca de la presencia en su sangre de unas sustancias que se forman cuando usted ha recibido
sangre, al identificar si estd presente se puede solicitar al personal de los bancos de sangre que le envien una
pinta de sangre completamente libre de la correspondiente sustancia para que usted no experimente malestar,
fiebre o alergia o que no vuelva a sentirse mal al necesitar que le pongan otra vez sangre. En caso de que
usted no haya recibido sangre aln, este estudio ayudard a prevenir que experimente malestar luego de
recibirla.

Procedimientos y protocolo: luego de que usted acepte, le realizaré una encuesta de 10 preguntas
relacionada a su historial médico, posteriormente el personal del Centro Médico Familiar Integral y
Especialidades Dialisis “La Mariscal”, le tomaran dos muestras de sangre que serviran Unica y
exclusivamente para este estudio, luego de lo cual seran eliminadas.

Seleccion de participantes: La direccion médica CMFIEDM me ha indicado que usted presenta una
insuficiencia renal cronica y que reciben terapia con hemodialisis.

Participacién voluntaria: usted puede elegir libremente el participar o no en este proyecto de investigacion.
Si usted decide no participar en el estudio o posteriormente retirarse del mismo, no existird ninguna
penalidad ni tampoco perdera ninglin beneficio en el servicio asistencial de salud al que usted acude.
Duracion: la investigacion durard 7 meses en total, luego de este tiempo recibira los resultados a través del
director médico del Centro de dialisis o su doctor tratante.

Riesgos: la muestra de sangre sera recolectada por el personal capacitado encargado de realizarle la terapia
de hemodialisis. Las molestias seran propias de la terapia a la cual usted se somete. Un cdodigo tnico sera
asignado a su muestra para asegurar la confidencialidad de los datos.

Beneficios: usted conocera si su cuerpo ha formado alguna sustancia; esto permitird que se elija una sangre
completamente compatible que no le produzca daiio a su salud y usted podra preguntar si la sangre que le van
a transfundir esta libre de la sustancia correspondiente.

Confidencialidad: toda la informacion que usted provea para este estudio serd mantenida confidencialmente,
sera usada solo para la investigacion y no tendran ningin vinculo con su nombre. Los resultados de la
investigacion seran compartidos con usted y con el Centro Médico Familiar Integral y Especialidades Dialisis
“La Mariscal” en el cual se atiende quien es el responsable de la custodia de sus resultados. Los datos
analizados en la disertacion estaran a disposicion de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador y se
almacenaran por un lapso de 7 afos, protegidos y custodiados por el director del estudio.

Derecho a negarse o retirarse: si usted decide voluntariamente retirarse en algin momento de la
investigacion puede hacerlo sin necesidad de dar ninguna explicacion.

A quien contactar: si usted tiene alguna duda o preguntas al respecto puede comunicarse con las siguientes
personas encargadas de la investigacion: Daniela Michelle Nuflez Torres: 0999345517
(dnunez879@puce.edu.ec); Mst. Rosa de Fatima Chiriboga Ponce: 0969011129 (rfchiriboga@puce.edu.ec).
Este proyecto ha sido evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de
la PUCE, en caso de requerir mayor informacioén, comuniquese con la Dra. Laura Arcos Teran, Presidenta del
Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.
Av. 12 de octubre 1076 y Ramén Roca, Quito. Edificio Administrativo, piso 3, oficina 327, Teléfono
2991700 — Ext. 2917.
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PARTE II: Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion de “Identificacion de aloanticuerpos en pacientes con
insuficiencia renal cronica y en terapia con hemodialisis, atendidos en el Centro Médico Familiar Integral y
Especialidades Dialisis “La Mariscal”, mediante la microtécnica de aglutinacion en gel, afio 2018”. Entiendo
que las muestras de sangre seran utilizadas unicamente para este estudio. He sido informado de los posibles
riesgos o molestias. Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente
contactado usando el nombre y el numero telefénico que se me ha dado de esa persona. Estoy de acuerdo en
que los resultados de la investigacion estén a disposicion del Centro Médico Familiar Integral y
Especialidades Dialisis “La Mariscal”, Pontifica Universidad Catolica del Ecuador, con la finalidad de
permitir la planificacion, obtencion y reserva de sangre compatible.

“He leido la informacién proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar sobre
ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento voluntariamente
participar en esta investigacion como participante y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la
investigacién en cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera mis derechos™

Nombre del participante
Firma del participante
Fecha Dia/Mes/Afio

Si es analfabeto

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el posible participante
y el representante legal o padre de familia ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo

que el individuo ha dado consentimiento voluntariamente.

Nombre del testigo Y Huella dactilar del participante

Firma del testigo

Fecha Dia/mes/afio

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento
informado para el posible participante y el representante legal o padre de familia ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Fecha Dia/mes/afio

*Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento
Informado (Iniciales del investigador)
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Anexo 5: Encuesta

Numero de cédigo

Encuesta de aloanticuerpos en pacientes con Insuficiencia renal crénica (IRC) y en terapia con
hemodialisis

Muchas gracias por su participacidon en este estudio. Sus respuestas seran totalmente
confidenciales.

1. Género de la persona 2. Edad de la persona
Mujer O Varén [ Edad | | (afios cumplidos)

3. ¢éAlguna vez su médico tratante le dijo que tenia anemia?

St | NO ||

4. ¢Usted ha recibido sangre?

St L] NO |

* Si la respuesta es No pase a la pregunta 8-9-10

5. ¢éCudntas veces le han puesto sangre?

Una| | 24 | 5-10 || Masde 10 | |

6. ¢éConoce usted que cantidad de bolsas de sangre ha utilizado?

Una|__| 2-4 | Masde5 ||

7. ¢Alguna vez usted presentd alguno de los siguientes signos o sintomas luego de haber
recibido sangre?

Fiebre o escalofrios [1  Tensién sanguinea baja [ Dolor de cabeza O

Nduseas o vomito [ Dolor (espalda baja) [ Dificultad para respirar [

8. ¢En qué etapa de la enfermedad renal crénica se encuentra usted?

Etapal O Etapa2 O Etapa3 O

Etapa 4 O Etapa5 O

9. ¢Cuanto tiempo lleva usted en terapia de hemodialisis?
Menos de 12 meses || Entre 1y 5afios || Mas de 5 afios ||

10. ¢Le han informado que debe recibir sangre préximamente?

S| NO | Desconoce |__|
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Anexo 6: Base de datos (En hoja electréonica de Excel)

Transfusiones

Caodigo del paciente Centro Médico

Codigo para el estudio

Edad

Género |Transfusiones

Numero de Transfusiones

M/F Si/No

0o | 1] 24]s510

Mas de 10

Reacciones Transfusionales

Fiebre o escalofrios

Presidn baja

Dolor de cabeza

Nauseas o vomito

Dolor de espalda

Dificultad para respirar

Etapa de la enfermedad

Tiempo de hemodialisis

1

2

3

12 meses

1-5 anos > 5 anos

Codigo de Barras|

Recodificacion

Grupo sanguineo

Factor Rh

C (mayuscula)

c(miniscula) |E(mayuscula)

e(minuscula) RAI Autocontrol
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ANEXO 7: Protocolo para transporte de muestras y analisis de criterios de calidad pre-
analiticos.
Las muestras sanguineas tomadas a los pacientes por el personal de salud el CMFIEDM
seran verificadas por el estudiante:
Fase Preanalitica
Sangre total con anticoagulante EDTA k3: se realizara una inspeccion visual tomando en
consideracion criterios de exclusion que inhabilitan a la muestra como:

e Presencia de coagulos

e Hemdlisis

e Menos de 1 ml de muestra

e Mal codificadas

Si las muestras no presentan ninguno de estos criterios se procedera a realizar la dilucion
en solucién de LISS (50ul muestra + 1ml LISS) para la preservacion de los hematies,
siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial:

¢ Recipiente primario (crioviales) deben estar perfectamente rotulados

¢ 1ml de la solucion (transparente, sin precipitados visibles)

e 50 ul de sangre.

e Tapa con parafilm evitando derrames

e Almacenados a 4°C hasta su transporte

e Coloca en recipiente secundario

e Cooler para transporte con monitoreo de temperatura.

Suero: Se realizard una inspeccion visual y las muestras que tengan los criterios de
exclusioén no seran utilizadas en el estudio, como:

e Sueros lipémicos

e Sueros hemolizados

e Sueros ictéricos

e Mal codificados

Si las muestras no presentan ninguno de estos criterios se realizara las respectivas
alicuotas y envio.
e Codificacién de los crioviales y doble chequeo
e Separacion del suero en alicuotas de 2ml
e Congelacion del suero a -20°C antes del transporte en el laboratorio clinico del
CMFIEDM

e Utilizacion de cooler con pilas de congelacién y monitoreo de temperatura.
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ANEXO 8: Protocolo para control de calidad

Tarjetas DG Gel Coombs: Basado en los protocolos de la Asociacién Americana de
Bancos de Sangre (AABB, 2012):

®

« Verificar las caracteristicas fisicas de cada lote:

degradacioén del gel de acuerdo al color,

presencia de burbujas,

aspecto rugoso o quebradizo,

volumen del gel, ante cualquier cambio se debe eliminar el lote.

Cada set de pruebas debe incluir células comerciales para control de calidad.

N NN

Para la lectura e interpretaciéon de resultados se debe seguir los parametros

establecidos en el inserto de cada Kkit.

Sueros hemoclasificadores y reactivos comerciales: Basado en los protocolos de la
Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB, 2012), seran evaluados de acuerdo

a sus caracteristicas de:

Para cada reactivo (antisueros) se medirdan los siguientes criterios de calidad

enfrentandoles a células comerciales:

Avidez: mide la rapidez en la union entre antigeno y anticuerpo

v

v Especificidad: permite evidenciar reacciones inespecificas

v' Potencia: capacidad del reactivo para identificar la presencia de subgrupos
v

Titulo: establece la cantidad de anticuerpos presentes en el reactivo

53



ANEXO 9: Método para tipificacion sanguinea directa (AABB, 2012)

Fundamento: Mediante la unién antigeno-anticuerpo se forma un aglutinado visible que
determina si una muestra en positiva o negativa para la presencia de un determinado

grupo sanguineo.
Para esta prueba se utilizan reactivos hemoclasificadores monoclonales:

Anti-A

Anti-B

Anti-AB

Anti-D

Tarjetas de Gel salino
Sangre diluida en LISS

AN NN

Mediante centrifugacion se determina la presencia o ausencia de aglutinacién y la lectura

se realiza siguiendo el patron de la casa comercial.

Resultados: Reporte es de acuerdo a la presencia / ausencia de aglutinacion

ANEXO 10: Método para fenotipificacién Rh (AABB, 2012)

Fundamento: Los antigenos C,c,E,e han sido considerados después del D unos de los
mas importantes en la practica transfusional, relacionados por la capacidad inmundgena
que poseen y la induccion en la produccidn de anticuerpos en pacientes carentes del
antigeno correspondiente. La metodologia para su tipificacién es en tubo por ser la mas

accesible, segura y efectiva:

¢ Rotular 4 tubos como anti-c, anti-C, anti-E y anti-e y colocar una gota de cada
reactivo en su respectivo tubo.

e Agregar a cada tubo 50 pl de la suspension de hematies al 5%

e Mezclar suavemente el contenido de los tubos y centrifugar por 15 segundos a
2800 RPM

e Resuspender suavemente los botones celulares y examinar para detectar
aglutinacion.

e Leer, interpretar y registrar los resultados de la prueba.
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ANEXO 11: Método de rastreo de aloanticuerpos (AABB, 2012)

Fundamento: Los aloanticuerpos o adquiridos, se conocen también como inmunes se
forman como resultado a la exposicion de antigenos desconocidos por receptor ya sea al
momento de la transfusidon o en las mujeres por el embarazo; estos anticuerpos son

dirigidos contra antigenos diferentes al sistema ABO.
Metodologia:

e En tarjetas DG Gel Coombs se enumera del 1 al 11 y un espacio para el
autocontrol

e Se coloca 50 ul de cada vial para rastreo de aloanticuerpos en cada pocillo de la
tarjeta de gel

e Se coloca 50 pl de suero del paciente

e En el autocontrol se coloca la suspension de eritrocitos

e Seincuba por 15 minutos a 37°C

e Centrifugar por 10 minutos y leer los resultados en base a la cartilla para
identificacion del tipo de anticuerpo irregular que posee el paciente.

Patrones de Lectura. Bitros

Inicial
1
E Jas Lo | one | o ] i |
Final: Aglutinacion es positivo
% 4 . i
.~ - - & -
Lavs | ave f s | e | wvs |

55



ANEXO 12: Carta de entrega del Informe General post-estudio

(luito, 09 de agosto de 2018

Doactora

Fernanda Andrade

Directora Médica

CENTRD MEDICO FAMILIAR INTEGRAL ¥ ESPECIALIDADES DIALISIS "LA MARISCAL”

Prasents

Oe mi consideracion:

Una wer concluido e proyecto de investigacion titulade; “|IDENTIFICACION DE
ALOANTICUERPOS EN PACIENTES CON INSURICIENCIA RENAL CRONICA Y EN TERAPIA CON
HEMODIALISIS, ATENDIDOS EM EL CENTRO MEDICO FAMILIAR INTEGRAL ¥
ESPECIALIDADES DIALISIS “LA MARISCAL", MEDIANTE LA MICROTECNICA DE
AGLUTINACION EN GEL, ANO 2018", gue fue realizado en la honorable institucion a la cual
usted dirige, se procede a la entrega del informe técnico de resultados obtenidos del

mismao

La investigacion realizada forma parte del Trabajo de Titulacion desarrollado previo a la
abtencion del grado académico de tercer nivel, por ende |os resuitados seran publicados en
5 disertacion de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, ademas una copia del
infarme de resultados codificados se entregara a la Direccion Nacional de Inteligencia de la

Salud-mMSF

Atentamente,
1..
!l L ".Iilll___h '___'I'
) 5 -
Daniela Nunez Torres
Tesista

£
fst. Boca Chirthopa Ponce _-". ol i A i
Directora del Trabao de Titulacion ]! | o
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ANEXO 13: Protocolo para eliminacién de desechos

Inactivacion de muestras: Se tomé en consideracion los lineamientos establecidos por
la Organizacion Mundial de la Salud “Inactivacién para ensayos clinicos: Se recomienda
la inactivacion por calor a 60°C durante 60 min para las muestras séricas u otros fluidos
organicos; el calentamiento no afecta significativamente las estimaciones de electrolitos
(sodio, potasio, magnesio) asi como de urea, uratos, creatinina, bilirrubinas, glucosa vy
proteina C reactiva. Sin embargo, estudios han demostrado que enzimas como la
fosfatasa alcalina y las transaminasas se inactivan o en cualquier caso se altera su
determinacion. Esta temperatura puede alterar también los ensayos seroldgicos

(determinacién de anticuerpos)” (Organizacién Mundial para la Salud, 2014).

Eliminacion de muestras bioldgicas: posterior a la inactivacion de las muestras se
eliminaran en contenedores enviados como desechos infecto contagioso. Los desechos
infecciosos se colocaran recipientes plasticos de color rojo con fundas plasticas de color
rojo. Los desechos liquidos o semiliquidos especiales seran colocados en recipientes

resistentes plasticos y con tapa hermética, para su posterior tratamiento. (MSP, 2010)

No se conservara ninguna muestra.
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